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を指し、その存在は 1676 年にオランダの Leeuwenhoek が作った顕微鏡によって
初めて認識された。彼は小さなガラス玉を板にはめ込んだだけの単純な顕微鏡







 その後、1837 年に T. Schwann(ドイツ)らがアルコール発酵を行う生物である酵
母が微生物であり、この反応は酵母の生理機能に基づくものであると発表した。















離培養に使用されている寒天培地やシャーレは R. Koch の研究室で J.R. Petri に
よって開発されたものである。R. Koch は微生物の分離培養法に関する基礎技術
を開発したとして、L. Pasteur とともに “近代細菌学の開祖” とされている。 







 約 35 億年前には最初の原始生物が地球上に出現したと考えられているが、そ
こから現在に至るまで、微生物は様々な環境下におかれ、それらに適応し、生
命を維持するために無限に近い能力を遺伝子(DNA)に刻み込んできた。今や微生












カリア; 古細菌、真正細菌、真核生物)の 3 つのドメイン(図 1.1)から成ることが






















応したものも存在する(Horikoshi & Grant, 1998; Rainey & Oren, 2006)。代表的な極







表 1.1. 極限環境微生物の分類と生育条件 
微生物の分類 極限環境 生育条件 




pH 9.0 以上 





好圧性微生物 高圧力 50 MPa 以上 
有機溶媒耐性菌 有機溶媒 10%以上 









細菌に分類されるが、Thermotoga 及び Aquifex といった真正細菌も分離されてい
る。現在見つかっている微生物の中で最も高い温度で生育できるものは、超好
熱メタン菌の一種で 1991 年にカリフォルニア湾の海底 2000 m にあるブラック
スモーカー(熱水噴出孔)から発見された Methanopyrus kandleri Strain 116 (Kurr et 
al., 1991)であり、2008 年に 122℃の高温でも生育することが報告されている
























kandleri Strain 116の高水圧下における最高増殖温度は122℃であり、108 cells/mL
の細胞密度を有する培地中では、130℃で3時間処理しても完全に死滅すること

















 生物の最高生育圧力は、マリアナ海溝から分離されたColwellia sp. MT41株の
有する 130 MPaという記録がある (Yayanos et al., 1986)。近年Paracoccus 
denitrificansや大腸菌といった身の回りに普遍的に存在するようなバクテリアが
40万Gを超える高重力下で増殖可能であることが明らかになった(Deguchi et al., 
2011)。高圧下での生物の生存については、グラム陽性バクテリアの形成する胞
子については、実測で120℃、1.4 GPaの水溶液中で数分間処理しても完全に死滅






成層圏から生きた微生物が採取されており(Imshenetsky et al., 1976)、生存は当然
として、エアロゾル中での生育の可能性も考えられる。 
 生育pH限界については、酸性側ではpH 0で生育可能な古細菌がいくつか培養、
分離されている(Schleper et al., 1995; Edwards et al., 2000)。アルカリ性側では、南
アフリカ金鉱の地下水のコンクリート貯水槽(pH 10.5)から分離されたグラム陽















































Shcherbakova et al., 2009)。低温、高圧環境下である氷河湖に生息する
Polyextremophilesは木星の衛星Europaや土星の衛星Enceladusなどで発見された






















 非好塩性微生物 (halotorelant または halotrophic) は増殖にほとんど NaCl を必
要としない微生物を指し、その大部分は陸棲細菌や淡水棲細菌である。また、
これらの中には醤油もろみ中に存在する醤油酵母など高濃度NaCl濃度環境中で
も生育可能な耐塩性微生物も含まれる(掘越, 関口, 中村, 井上, 2000)。 
 
 
表 1.2. 増殖至適 NaCl 濃度に基づく微生物の分類 
分類 
増殖至適塩濃度 
モル濃度 (M) 質量パーセント濃度 (%) 
非好塩性微生物  0-0.2      0-1.17 
低度好塩性微生物 0.2-0.5    1.17-2.92 
中度好塩性微生物 0.5-2.5   2.92-14.61 




 好塩性微生物 (halophiles) は 0.2 M (1.17%) 以上の NaCl を要求する微生物を
指す。好塩性微生物は、NaCl 要求性に応じて細分化され、表 1.2 に示したよう
に低度、中度、及び高度好塩性微生物に分類される。低度好塩性微生物 (slight 
halophiles) は生育に 0.2-0.5 M の NaCl 濃度を必要とし、その大部分は海洋性微







トリウムイオンを必要とする点で、耐塩性微生物と区別される(掘越, 関口, 中村, 
井上, 2000)。 
 中度好塩性微生物 (moderate halophiles) は、塩蔵した肉や魚、醤油もろみなど
の食品や、塩田の砂、天日塩、塩湖など様々な含塩試料中から分離される。増
殖至適 NaCl 濃度が 0.5-2.5 M と極めて広範囲の NaCl 濃度下で生育可能であり、
塩濃度変化に対する適応力が高い微生物群である。これらの中には、Paracoccus 
halodenitrificans のように特異的に NaCl を要求するものや、ナトリウムイオンを
カリウムやマグネシウムイオンなどで代替できる Vibrio cosicola や、NaCl が微量
あれば 1.5 M LiCl, 3-4 M KCl, 2.5 M CsCl 添加培地でも増殖出来る Micrococcus 
varians ssp. halophilus などのように NaCl 以外の塩類を含む培地中でも生育可能




物である醤油酵母 Zygosaccharomyces rouxii は、培地中の塩濃度を変化させると




 最も高い NaCl 濃度に適応した微生物が高度好塩性微生物 (extreme halophiles) 






halophila、Ectothiorhodospira haloophila、Halobacteroides halobius などが存在する。
古細菌の中にも低度、中度好塩性を示すものが存在する。また、絶対嫌気性で
あるメタン生成古細菌 Methanohalobium evestigatum は 15-30%(2.5-5.2 M)の NaCl
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濃度で増殖し、至適 NaCl 濃度が 25%(4.3 M)の高度好塩性微生物であるが、
Halobacteria 綱と系統的にかけ離れている。これらメタン生成菌は好塩性古細菌
とは呼ばず、一般的に (高度) 好塩性古細菌は Halobacteria 綱に属する好気性グ
ラム陰性菌のことを指す(掘越, 関口, 中村, 井上, 2000。2016 年 11 月現在、
Halobacteria 綱に属する好塩性古細菌は 53 属 219 種（IJSEM 誌 in press 等を含め















することについての研究は 1880 年に Farlow が報告した“On the nature of the 
peculiar reddening of salted codfish during the summer season”が始まりである。こ
の報告では salted codfish つまり塩蔵タラを赤く着色する原因菌は Clathrocystis 
roseopersicina という藻類であることが述べられており、その他の原因菌として
Sarcina morrhuae、Sarcina litoralis（現在では 2 種とも Halococcus morrhuae とさ
れている）が記載されている。 
 好塩菌に関する本格的な微生物学的研究は 1920 年代にカナダで始まった。











 この菌は 1923 年に“Bergey’s Manual of Deteminative Bacteriology”第一版で
Psedomonas 属から Serratia 属に移されたが、1925 年の第二版では再度
Psedomonas 属に戻された。その後、1939 年の第五版では Serratia cutirubrum と
分類された。1948 年の第六版では好塩性微生物の分離株は増え、Psedomonas 
salinaria、Pseudomonas cutribra、Flavobacterium marismortui、Flavobacteruim 
halobium、Flavobacterium trapanicum と分類された。さらに 1957 年の第七版で桿
菌は Pseudomanadaceae 科の Halobacterium 属に、球菌は Micrococcaceae 科の
Micrococcus 属と Sarcina 属に再分類された。そして 1974 年の第八版で好塩性古
細菌は全て Halobacteriaceae 科にまとめられ、桿菌の Halobacterium 属、球菌の
Halococcus 属に整理された。2015 年に Gupta らによって、それまで 1 目 1 科で
あった好塩性古細菌は Halobacteriales目、Halobacteriaceae 科、Haloferacales目、
Haloferacaceae 科、Natrialbales 目 Natrialbaceae 科の 3 目 3 科に新たに再分類す
ることが提唱された。高度好塩性古細菌は 2016 年 11 月現在 53 属 219 種が学名
として提唱されている。 
 高度好塩菌の存在は 1922 年の Harrison と Kennedy によるピンク・アイ原因菌
の報告以降も、Clayton と Gibbs（1927 年）、半沢と武田（1931 年）、Gibbons（1936
年）、Hess（1942 年）、Anderson（1954 年）、Hornsy と Mallows（1955 年）など
と数多くの研究者によって報告されている。1937 年に Gibbons は世界主要漁場
の一つであるカナダのノバァースコシア、プリンスエドワード島周辺の全ての
地区で塩蔵魚にピンク・アイを確認し、その原因菌として Sarcina litoralis、

















状の特徴的形態を有する高度好塩性古細菌 Haloarcura japonica など非常に限ら


























る機能を有する(掘越, 関口, 中村, 井上, 2000)。 











が必要であると考えられている(掘越, 関口, 中村, 井上, 2000)。 
 
1.2.6. 好塩性微生物の利用 
 中度好塩性真正細菌シアノバクテリア Spirulina 属は、乾燥重量の約 60%がア
ミノ酸バランスに優れたタンパク質であり、健康食品として粉末や錠剤が販売
されている(Campanella et al., 2002)。また、高度好塩性藍藻類Dunaliella salinaは、
乾燥重量にして最大 14%に相当するカロテノイドを蓄積するため、微細藻類の








































りに Horikoshi によって土壌から pH 10 で生育する好アルカリ性微生物が発見さ
れた。この発見以前は、わずかに 16 編の報告があったにすぎず、最も古いもの



























No. 8-1 菌を初発 pH 7.0、9.5 及び 10.7 で培養したときの菌生育と培養中の培地
の pH 変化をみると、pH 7.0 のときは、菌の生育は遅れるが 72 時間後には生育
がみられ、培地の pH がアルカリに変化していた。初発 pH 10.7 のときは、培養
開始と共に菌生育が始まり、30 時間後から培地の pH が低下してその状態が続
いた。初発 pH 9.5 のときは培養期間を通して培地の pH に変化はほとんどなか




は培地に Na+イオンを加えると中性 pH 域での生育が促進され、胞子形成と発芽
に有効に働くことも報告されている。このような環境 pH の調節がどのような機
構によるものかはわかっていない。(掘越, 秋葉, 1993)。 
 
1.3.4. 好アルカリ性微生物の構造と生理 
































































Polyextremophiles のうち高い pH 下で生育し、かつ生育に NaCl を必要とする極
限環境微生物である。本研究では特に pH 9.0 以上、NaCl 濃度 2.5-5.2 M に生育
至適を持つ古細菌、好アルカリ性好塩性古細菌を主として扱う。また生育至適
pH 9.0 未満であるが生育範囲が pH 9.0 以上であるものは耐アルカリ性好塩性微
生物とする。 
 好アルカリ性好塩性古細菌としては 1980年にTindallによってエジプトのアル
カリ性塩湖である Wadi Natrun 湖から Natronobacterium pharaonis (Natronomonas 
pharaonis)が初めて報告され、その後マガディ湖、ガール湖などの世界各地のア
ルカリ性塩湖から好アルカリ性好塩性古細菌が分離されている。好アルカリ性
好塩性古細菌Natronobacterium gregoryi (Tindall et al., 1984)は最高pH 12にて生育
が可能で、2001 年に好アルカリ性細菌 Alkaliphilus transvaalensis が発見されるま
では最も好アルカリ性の強い生物であった。このようにいくつかの好アルカリ
性好塩性古細菌が報告されているが、現在報告されている好塩性古細菌 219 種
中、好アルカリ性を示すものはわずかに 23 種程度である。生育範囲及び至適 pH





図 1.2. 好アルカリ性好塩性古細菌の生育範囲及び至適 pH 
  





























1.5.1. 紫外線(Ultra Violet: UV) 
 紫外線は 1801 年、J. W. Ritter によって発見された。可視光線スペクトルの紫
より短波長側にある不可視光線で、波長 400 nm 以下 100 nm 以上の電磁波であ
る。波長により近紫外線、遠紫外線、極紫外線の三つに分けられる。また、近








1.5.2. UV の微生物に対する影響 
 紫外線による殺菌は日光消毒なる言葉があるほど古くから知られてきた。菌
種や生育する環境条件によって異なるが、ほぼすべての微生物の殺菌に UV は
有効である。短波長ほど傷害性は強くなるが、中でも UVC に含まれる 260 nm
付近の UV が最も生物に対して大きな影響を与える。これは生物の遺伝情報を
つかさどる DNA を構成する塩基が強く吸収する波長域だからである。このよう
に UV はすべての生物が同様に有している DNA に作用するため、種によって大
きく波長特性に違いが無いことから、微生物のみならずウイルスなどの殺菌に











に隣りあって 2 つ並ぶとき、この 2 つのピリミジン塩基同士が互いに結合する
ことで形成されるシクロブタンピリミジン二量体(CPD)と(6-4)光産物ができる
(図 1.3)。CPD では隣接したピリミジンの 5 位及び 6 位の炭素同士が結合して四
員環構造が形成される。この場合チミン二量体が最も高い頻度で形成される。
(6-4)光産物は隣接したピリミジンの 6 位及び 4 位の炭素同士が結合した二量体


















































図 1.3. 紫外線による CPD の生成と(6-4)光産物の生成 
 
1.5.3. UV 耐性菌の応用 




































して地上に降下すると報告されている(Dasgupta et al., 2005; Barron et al., 2006)。
これらの過塩素酸塩は、大気中に拡散し、飲料水や牛乳、その他農作物中に含




されている(Rovet, 2002; 山田ら, 2012)。 











Environmental Protection Agency, 2008)。この他、土壌あるいは底質において、過
塩素酸塩が分解する他の経路はないと推測されているが、無酸素状態の土壌及
び底質における分解過程が重要かどうかは分かっていない(U.S. Environmental 
Protection Agency, 2008)。 
  
1.6.2. 過塩素酸塩と極限環境 
 2008 年に火星に着陸した Phoenix Lander は、火星地表上の塩の中に過塩素酸
塩を大量に検出した。その濃度は 0.4-0.6% (Chevrier et al. 2009; Hecht et al. 2009 )
であった。過塩素酸塩は、火星大気中の豊富なオゾンとエアロゾルまたは揮発
性塩素化合物との相互作用から形成される(Catling et al. 2010 )。地球上でもチリ
のアタカマ砂漠の土壌(Catling et al. 2010 ; Parro et al. 2011)、南極ドライバレー
の土壌および氷中で検出された過塩素酸塩についても同様の起源と考えられる






っている。Deinococcus、Blastococcus、Bacillus 属など(unpublished work, presented 
by FA Rainey, Extremophiles 2012 Congress, Sevilla)は高濃度の過塩素酸に対して
耐性があることが報告されている。また、高度好塩性古細菌の中にも過塩素酸
を嫌気呼吸に利用するものや、好気培養中でも高い耐性を有するものが存在す





















































離菌株およびその近縁種の UV 耐性及び過塩素酸塩耐性を評価した。 
本論文第 2 章では市販塩を分離源としたスクリーニングを行い、16S rRNA 遺
伝子塩基配列に基づく系統解析を行った結果を記述し、市販塩の好アルカリ性
好塩性微生物分離源としての可能性を検討した。第 3 章では第 2 章で得られた
新規好アルカリ性好塩性古細菌について新種分類同定試験を行った結果を記述
し新規微生物の提唱をした。第 4 章では微生物の宇宙環境適応評価として、好









好アルカリ性好塩性微生物はアルカリ性環境、高濃度 NaCl 環境の 2 つの極限
環境条件を満たす微生物であり、とくに pH 9.0 以上、NaCl 濃度 2.5-5.2 M に生
育至適を持つ古細菌、好アルカリ性好塩性古細菌を主として扱う。また生育至
適 pH 9.0 未満であるが生育範囲が pH 9.0 以上であるものは耐アルカリ性好塩性
微生物とする。 
高度好塩性古細菌では 1980年にTindallによってエジプトのアルカリ性塩湖で
あるWadi Natrun湖からNatronobacterium pharaonis (Natronomonas pharaonis)が初
めて報告され、その後、中国はチベット Zabuye 湖、チベット Bange 湖、Xinjiang





2.1.1.  好アルカリ性好塩性微生物の分離方法 
 好塩性微生物の分離に用いる培地は、目的とする好塩性微生物の生育至適に
応じて NaCl 濃度を調整し、中性 pH 付近で最も成育する好塩性微生物を分離す
るには Sehgal & Gibbons の培地、または海水と同じ組成となるように種々の塩を
溶かした S.W. 培地を適宜希釈して用いる事が多い (Gibbons, 1969; 
Rodriguez-Valera et al., 1980; Sehgal & Gibbons, 1960)。好アルカリ性好塩性微生物
の分離には Tindall らの培地を用いる事が多い(Tindall et al., 1980)。また、好アル
カリ性好塩性微生物は適当な培地にアルカリのバッファー溶液等を別滅菌した
うえで加え、培地 pH をアルカリ性したものを用いて分離することが出来る。 
 現在までに報告のある好塩性微生物の多くは好気性であるが、通性、絶対嫌
気性の好塩性微生物も存在するため、目的とする好塩性微生物により振盪培養








Halorubrum lacusprofundi の報告があるが(Franzmann et al., 1988)、一方で 60℃以
上で生育可能な好塩性微生物も存在する。 
 好塩性の真正細菌を選択的に分離する場合には、DifcoTM の BactoTM-Peptone
を 1%程度加えた培地を用いる。この BactoTM-Peptone には多量の胆汁酸が含ま
れているため、好塩性古細菌は溶菌し、好塩性真正細菌のみが選択的に分離さ
れる(Kamekura et al., 1988)。これとは反対に、好塩性古細菌を選択的に分離した





7-15 時間である。培養日数は 3-4 日で十分生育するが、分離の場合、固体培地上




2.1.2.  好アルカリ性好塩性微生物の分離源 
 現在までに好塩性微生物は様々な含塩試料、塩環境から分離されている。海
洋は 0.5 M (3.0% (w/v))程度の NaCl を含むことから、低度好塩性微生物や中度好
塩性微生物が多く分離されるが、一方で 20-25% (w/v)という高濃度の NaCl 存在
下でも生育できる微生物も無視できない確率で分離される(Forsyth et al., 1971)。 
 より塩濃度の高い、塩蔵した肉や魚、醤油もろみ、塩田の砂や天日塩、塩湖、
岩塩などからは中度好塩性微生物や高度好塩性微生物が分離されるが、中でも

















から分離された Natronoarchaeum mannanilyticum (Shimane et al., 2010)及び中国産
の岩塩から分離された Halostagnicola alkaliphila (Nagaoka et al., 2011)の 2 例のみ
である。このことから、市販塩中の探索を行うことにより新規好アルカリ性好
塩性微生物の獲得が期待できる。 
 本研究では国内外 368 種類の市販塩より新規好アルカリ性好塩性微生物の分
離を目的とし、それぞれ pH 12、11、10 及び 9.5 の新たな好アルカリ性好塩性微
生物分離用培地 MH4 (pH 12, 11 及び 10)、MH4.2 (pH 9.5)培地を作成、37℃、一









 本研究では好塩性生物の分離・培養に pH12、11、10 及び 9.5 の新たな好アル





表 2.1. 培地組成 
 
(a) MH4 medium 
  
Glycerol 1.0 g/L 
Sodium pyruvate 1.0 g/L 
Trisodium Citrate Dihydrate 1.0 g/L 
Bacto
TM
 Yeast extract 1.0 g/L 
Bacto
TM
 Tryptone 1.0 g/L 
K2HPO4 0.6 g/L 
(NH4)2SO4 0.6 g/L 
NaCl 200.0 g/L 
MgSO4・7H2O 0.2 g/L 
K2SO4 5.0 g/L 
FeCl2・4H2O 36.0 mg/L 
MnCl2・4H2O 0.36 mg/L 
(c)
Trace element solution (for JCM167) 1.0 mL/L 
(Bacto
TM
 Agar) 20.0 g/L 
pH 7.0-7.5 Total 900 mL 
(d)








表 2.1. 培地組成(続き 1) 
 
(b) MH4.2 medium     
Sodium pyruvate  1.0  g/L 
Trisodium Citrate Dihydrate  1.0  g/L 
Bacto
TM
 Yeast extract 2.0  g/L 
Bacto
TM
 Tryptone  2.0  g/L 
K2HPO4  0.6  g/L 
NH4Cl 0.6  g/L 
NaCl  200.0  g/L 
MgSO4・7H2O 0.5  g/L 
K2SO4  5.0  g/L 
FeCl2・4H2O 36.0  mg/L 
MnCl2・4H2O 0.36  mg/L 
(Bacto
TM
 Agar) 20.0  g/L 
pH 7.5              Total 900 mL 
(d)
 Buffer solution 
 
100  mL 
 
(c) Trace element solution (for JCM167)  
ZnSO4·7H2O  0.1 g/L 
MnCl2·4H2O  0.03 g/L 
H3BO3   0.3 g/L 
CoCl2·6H2O  0.2 g/L 
CuCl2·2H2O  0.01 g/L 
NiCl2·6H2O  0.02 g/L 
Na2MoO4·2H2O  0.03 g/L 
Distilled water  1.0 L 
pH 3.6 
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表 2.1. 培地組成(続き 2) 
 
  (d) Buffer solution 
Final pH 11.5-12.0  
500 mM KOH  
 
Final pH 10.9-11.2  
300 mM KOH  
 
Final pH 9.7-10.0  
500 mM Glycine-NaOH (pH 10.5)  
 
Final pH 9.5 
10 % Na2CO3  
 
Final pH 7.8-8.0 (add before autoclave)  




 国内外に流通する市販塩 368種(表 2.2)を分離源として、以下の実験を行った。
それぞれ約 1.0 g 秤取り、滅菌済み 5% NaCl 溶液 4.0 mLに溶解させ、塩サンプ
ルとして使用した。これを各 pH に調製した固体培地に 1 プレートに 5.0 μLずつ





























































2.2.3. 粗精製ゲノム DNA の抽出 
取得した菌株から DNA の抽出を行った。2.0 mL チューブに 0.3 g のガラスビ
ーズを秤取り 250 μL の TEN 緩衝液(10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 
pH 8.0)を加え、菌体を懸濁させ 15 分間、室温で vortex によって混合させた。250 
μLの TEN 緩衝液をさらに加え、RNase (10 mg/mL)を 1.0 μL 加え 37℃で 10 分間
保温した。Proteinase K (20 mg/mL)を 2.0 μL 加え、37℃で 30 分間保温した。TE
飽和フェノール 500 μL を加え vortex 後、13,000 rpm、5 分間、24℃で遠心分離し
上清を回収した。回収した上清にフェノール/クロロホルム/イソアミルアルコー
ル(25 : 24 : 1)を 同量加え vortex によって混合後、13,000 rpm、5 分間、24℃で遠
心分離し上清を回収した。中間層がなくなるまで上清にフェノール/クロロホル
ム/イソアミルアルコール同量加え vortex によって混合後、13,000 rpm、5 分間、
24℃で遠心分離し上清を回収を繰り返した。回収した上清にクロロホルム/イソ
アミルアルコール(24 : 1)を同量加え vortex によって混合後、13,000 rpm、5 分間、
24℃で遠心分離し上清を回収した。上清の 1/10 量の 3 M 酢酸ナトリウム(pH 5.2)
及び 2-2.5 倍量の 99.5%エタノール(-20℃)を加え、転倒混和を行った。氷中に 10
分間静置し 14,000 rpm、10 分間、4℃で遠心分離後、デカンテーションにより上
清を取り除いた。1.0 mL の 70%エタノール(-20℃)を加え、14,000 rpm、10 分間、
4℃で遠心分離後、上清を完全に取り除き、DNA 沈殿を減圧乾燥した。DNA 沈
殿に TE 緩衝液 (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) 50 μLを加え、粗精製 DNA
溶液とした。 
 
2.2.4. PCR 法による 16S rRNA 遺伝子の増幅 
 粗精製DNAの 16S rRNA遺伝子を以下の条件 (表 2.3, 図 2.1)で PCR法により
増幅した。プライマーセットは古細菌用プライマー H16S For (10 pmol/μL), 5’- 
CCC TGC GST CCG SCG T -3’ (Tm; 66.34℃)及び 23S Rev2 (10 pmol/μL), 5’- GCT 







表 2.3. PCR 反応液組成 
10×Ex Taq buffer (TaKaRa) 5.0  μL 
dNTP Mixture (TaKaRa) 4.0  μL 
Primer (sense) (10 pmol/μL) 1.0  μL 
Primer (antisense) (10 pmol/μL) 1.0  μL 
Template DNA (10-100 ng/μL) 1.0  μL 
Ex Taq
TM
(TaKaRa) 0.5  μL 
D.D.W. 37.5 μL 




図 2.1. PCR 反応条件 
 
 
2.2.5. アガロースゲル電気泳動による 16S rRNA 遺伝子増幅の確認 
 PCR で増幅した 16S rRNA 遺伝子を 1.2%(w/v)アガロースゲルを用いた電気泳
動によって分析と分離精製を行った。TAE (40 mM Tris-HCl, 20 mM 酢酸, 1 mM 
EDTA, pH 8.0)電気泳動用緩衝液に電気泳動用アガロース S(ニッポンジーン株式
会社)を加熱溶解させ、ゲル作成用型に流し込み 1.2%(w/v)アガロースゲルを作成
した。PCR 産物 5.0 μL に 10 × Loading Buffer 1.0 μLを混合し泳動用 DNA サンプ
ルとした。ゲルを電気泳動層にセットしウェルに泳動用 DNA サンプル 5.0 μLと







2.2.6.  PCR 産物の SAP・Exo I 処理 
 Exo I(Exonuclease I)で PCR 産物に含まれる未使用プライマーなどの一本鎖
DNA を選択的に消化し、SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase)により未使用の dNTP
のリン酸基を除去して不活性化させるため、SAP・ExoⅠ反応液(表 2.4)を調製し
た。反応液を 37℃で 120 分間反応させ、次いで 80℃で 60 分間処理することで、




表 2.4. SAP・ExoⅠ処理用反応液 
PCR product 45.0  μL 
ExoⅠ(5 U/μL) 0.2  μL 
SAP  (1 U/μL) 2.0  μL 
D.D.W. 2.8 μL 





SAP・ExoⅠ処理を行った Template DNA は以下のプライマー (表 2.5)と共にシ
ークエンス反応液 (表 2.6)を調製し、ABI PRISM® BigDyeTM Terminator Cycle 
Sequencing Ready Reaction Kits Ver. 3.1 (Applied Biosystems)を用いてシークエン










表 2.5. シークエンス反応に用いたプライマー 
    Sequence Tm (℃) 
Forward primer (1 pmol/mL) 1F 5'- ATT CCG GTT GAT CCT GCC GG -3' 72.15 
 
317F 5'- GGC CCT ACG GGG CGC AGC AG -3' 78.52 
 
627F 5'- GGA GTG AAA TCC YGT AAT CC -3' 57.40 
 
982F 5'- GAG AGG AGG TGC ATG GCC GC -3' 73.64 
 
1134F 5'- GGG CAA CGG TAG GTC AGT AT -3' 62.65 
 
1276F 5'- CAT GAA GCT GGA TTC GGT AG -3' 62.15 
Reverse primer (1 pmol/mL) 256R 5'- GGC ACG GTG GGC CGT TAC CC -3' 76.33 
 
351R 5'- GTA AAG GTT TCG CGC CTG CT -3' 67.32 
 
744R 5'- GAC TAC CCG GGT ATC TAA TC -3' 56.46 
 
915R 5'- CGT TGA GTC CAA TTA AAC CG -3' 61.84 
 
1161R 5'- TTC GGG GCA TRC TGA CCT AC -3' 66.06 
 
1295R 5'- CTA CCG AAT CCA GCT TCA TG -3' 62.16 




表 2.6. シークエンス反応組成 
Ready Reaction Premix (2.5×) 1.0  μL 
Big Dye Sequencing Buffer (5×) 3.5  μL 
Primer (1 pmol/mL) 3.2  μL 
Template DNA 1.0  μL 
D.D.W. 11.3 μL 











 シークエンス反応後のサンプルに 125 mM EDTA･2Na (pH 8.0)を 5.0 μL添加し、
EDTA が沈んだ後に 99.5%エタノール(室温)を 60 μL添加した。1.5 mL チューブ
に移し転倒混和後、室温で 15 分間静置した後、14,000 rpm、4℃で 20 分間遠心
分離を行って上清を取り除いた。次に 70%エタノール(室温)を 60 μLを加え DNA
沈殿洗浄し、14,000 rpm、4℃で 10 分間遠心分離を行った。上清を完全に取り除




 精製したサンプルを Genetic Analyzer Sample Tube に移し、Tube septa で蓋をし




 電気泳動の結果を ABI PRISM® Sequencing Analysis Version 3.4.5 で解析し、
ATGC Version 6.0.3  (GENETYX CORPORATION
©
)で結合編集した後、National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) の BLAST (Basic Local Alignment 








 系統樹は分離菌株と既知近縁種の 16S rRNA 遺伝子の塩基配列データから、
ClustalX 2.0.12 (Larkin et al., 2007)を用いて近隣接合法により構築した。塩基配列
データから新規性の高い菌株について FASTA 型式のファイルを作成し Multiple 
Alignments を行い、出力データを確認した。Multiple Alignments データから
Boostrap tree を NJplot (Saitou & Nei, 1987)を用いて作製した。計算繰り返し数は








 市販塩を分離源として、コロニー形成能を有する微生物は 368 サンプル中か
ら pH 9.5 培地で 30 株、pH 10 培地で 19 株、pH 11 培地で 28 株、pH 12 培地で 5
株の菌株がそれぞれ分離された。分離された 82 株をアルカリ性培地中で再度培
養し、好アルカリ性好塩性候補株を 36 株得た。候補株 36 株についての塩サン
プル詳細を表 2.7 示した。 
 
表 2.7. 候補株塩サンプル詳細 
No. 分離株数 分離培地 pH サンプル pH 生産国 原料 
13  2 12, 9.5 9.55  パキスタン 岩塩 
14  1 9.5 6.80  パキスタン 岩塩 
34  1 11  8.00  インドネシア 海水塩 
44  1 9.5 8.27  日本 海水塩 
62  1 9.5 8.38  フィリピン 海水塩 
97  1 11  10.22  中国、チベット 岩塩 
112  2 11, 9.5 6.15  イタリア 海水塩 
115  1 11  8.16  中国 海水塩 
123  2 12, 9.5 8.05  中国 岩塩 
125  1 10  10.25  韓国 海水塩 
126  1 10  9.24  日本 海水塩 
129  1 10  9.03  日本 海水塩 
131  1 10  7.80  日本 海水塩 
174  2 12, 9.5 7.92  フランス 海水塩 
188  3 11, 10, 9.5 8.40  中国 海水塩 
204  1 12  8.11  中国 海水塩 
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表 2.7. 候補株塩サンプル詳細(続き) 
No. 分離株数 分離培地 pH サンプル pH 生産国 原料 
206  1 9.5 7.49  韓国 不明 
236  4 12, 11, 9.5 6.75  中国 岩塩 
238  1 10  9.15  ニュージーランド 海水塩 
247  2 10, 9.5 9.03  韓国 海水塩 
261  1 11  8.33  オーストラリア 海水塩 
323  1 10  7.99  日本 海水塩 
328  1 9.5 7.75  フィリピン 不明 
345  1 9.5 7.39  日本 海水塩 
359  1 9.5 8.04  日本 海水塩 
366  1 9.5 7.99  日本 海水塩 
 
 
2.3.2. 16S rRNA 遺伝子塩基配列による系統解析及び分子系統樹作製 
分離された 82 株のうち、再度アルカリ性培地で生育した候補株 36 株について
16S rRNA 遺伝子塩基配列に基づく系統解析を行ったところ(表 2.8)、分離株はい
ずれも Halobacteria 綱に属していた。 
そのうちの pH 12のMH4培地より分離された 13-1株はHalorubrum属のいずれ
の既知菌株とも 96%以下の相同性しかなく、Halorubrum luteum CECT7303T 
(AB663417)と最大の相同性(96.0%)を示した。 
pH 9.5 の MH4.2 培地より得られた分離株 62-1 株は Halobacteria 綱の既知の菌
株との相同性がいずれも 93%以下であった。 







表 2.8. 16S rRNA 遺伝子塩基配列に基づく系統解析結果 
菌株 No.  分離培地 pH  近縁種 相同性 base pairs  
13-1 12 Halorubrum luteum  96% 1472 
123-1  12 Halorubrum saccharovorum  99% 1451 
174-1 12 Halorubrum saccharovorum  99% 1444 
204 12 Halorubrum saccharovorum  99% 1444 
236-1 12 Natrialba magadii  99% 1447 
14 11 Halorubrum saccharovorum  98% 454 
34 11 Natrialba aegyptia  98% 452 
97-1 11 Halorubrum luteum   95% 482 
112 11 Halorubrum saccharovorum  98% 469 
115 11 Halorubrum saccharovorum  98% 471 
188-2 11 Halorubrum saccharovorum  98% 461 
236-2 11 Halostagnicola alkaliphila  99% 482 
261-2 11 Halorubrum saccharovorum 99% 462 
125 10 Halorubrum saccharovorum  99% 462 
126 10 Halorubrum saccharovorum  99% 452 
129 10 Halorubrum xinjiangense  97% 1445 
131 10 Halorubrum saccharovorum  99% 463 
188-1 10 Halorubrum saccharovorum  98% 462 
238 10 Halostagnicola alkaliphila  99% 461 
247-1 10 Halostagnicola alkaliphila  99% 1445 
323 10 Halorubrum saccharovorum  98% 462 
13-2 9.5 Halorubrum luteum   95% 474 
44 9.5 Halobacterium noricense  99% 471 
62-1 9.5 Halorubrum aidingense  93% 1472 
112 9.5 Natronococcus jeotgali  99% 475 
123-3 9.5 Halorubrum saccharovorum  99% 473 
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表 2.8. 16S rRNA 遺伝子塩基配列に基づく系統解析結果(続き) 
菌株 No.  分離培地 pH  近縁種 相同性 base pairs 
174-2 9.5 Halorubrum saccharovorum  98% 473 
188-3 9.5 Halorubrum saccharovorum  97% 439 
206-1 9.5 Halopenitus persicus  96% 1470 
236-3 9.5 Halostagnicola alkaliphila  100% 474 
236-4 9.5 Natronomonas pharaonis 99% 464 
247-2 9.5 Halostagnicola alkaliphila 99% 475 
328 9.5 Halorubrum saccharovorum 99% 473 
345 9.5 Halorubrum xinjiangense 99% 453 
359 9.5 Halorubrum kocurii 98% 473 










図 2.3. 16S rRNA 遺伝子に基づく近隣結合樹 





 市販塩を分離源として、コロニー形成能を有する微生物は 368 サンプル中か
ら pH 9.5 培地で 30 株、pH 10 培地で 19 株、pH 11 培地で 28 株、pH 12 培地で 5
株、合計 82 株を分離した。再度アルカリ性培地で生育して得た好アルカリ性好





から pH 12 の MH4 培地により 13-1 株が分離された。13-1 株は Halorubrum 属の





株、pH 9.5 の MH4.2 培地により分離された 13-2 株は Halorubrum 属のいずれの
既知菌株とも 96%以下の相同性であったが、13-1 株との相同性が 99%以上であ
ったため同一の種だと思われる。 
フィリピン産の海水塩「マングローブ おちあいどっとこむ」から pH 9.5 の
MH4.2 培地より 62-1 株が分離された。62-1 株は Halobacteria 綱の既知の菌株と
の相同性がいずれも 93%以下であることから新属の可能性が示唆された。 
韓国産の天日塩「전일몀」から pH 9.5 の MH4.2 培地により 62-1 株が分離され
た。206-1 株は Halopenitus persicus DC30T (JF979130) (96.3%)と最大の相同性を
示すことから、新種または新属の可能性が示唆された。 
13-1、62-1 及び 206-1 株は MK13-1 (AB563178) 及び MK62-1 (AB638839), 




























ア、バクテリア、ユーカリア; 古細菌、真正細菌、真核生物)の 3 つのドメイン
から成ることを明らかにした (Woese & Fox, 1977; Iwabe et al., 1989; Woese et al., 
1990)。 
2016 年 9 月現在、Halobacteria 綱に属する好塩性古細菌は、53 属 219 種（IJSEM












質に重きが置かれている。本章では Oren らが提唱する”Proposed Minimal 










































 リボソーム RNA (rRNA)は全生物に普遍的に存在する保存性の高い核酸分子
であり、微生物の進化系統の研究において最も有効な分子マーカーとして用い
られる。特に、適度な大きさ、すなわち適度な情報量を持ち、精製が容易で、
全ての生物に比較的多量に存在する汎用性の高い分子として small subunit rRNA 
(SSU rRNA)に分類される 16S 及び 18S rRNA が用いられる。現在、微生物の分
類体系は SSU rRNA に基づいて再編構築されており、微生物の分類学において
必須のものとなっている。その重要性は、”Bergey’s Manual of Systematic 
Bacteriology”においてSSU rRNAに基づく既知菌株全体の系統樹が掲載されてい





イブリダイゼーションにおける相同性 70%に相当する 16S rRNA 遺伝子の相同
性は 99%以上となるため、種レベルの識別評価に用いるには限界がある。 
 DNA に基づく微生物の分類学的手法として、G+C 含量の測定は最も早くに取
り入れられたものの一つである。DNA は二重螺旋構造で、アデニン(A)とチミン










会合し、二本鎖の DNA を形成する事を利用して、異なる DNA 同士で行う再会













3.2.1. ゲノム DNA の抽出 
 液体培地から集菌し、Lysis buffer (1% SDS, 50 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl pH 
8.0) を 10 mL 加え溶菌した。RNase (10 mg/mL)を 20 μL 加え 37℃で一晩保温し
た。Proteinase K (20 mg/mL)を 40 μL 加え、37℃で一晩保温した。TE 飽和フェノ
ールを 10 mL 加え激しく撹拌し、4℃、8,000 rpm、10 分間遠心分離した。中間
層を吸わないように上清のみを回収し、フェノール/クロロホルム/イソアミルア
ルコール(25 : 24 : 1)を 同量加え激しく撹拌し、4℃、8,000 rpm、10 分間遠心分
離し、中間層を吸わないように上清のみを回収した。中間層が無くなるまでフ
ェノール/クロロホルム/イソアミルアルコール(25 : 24 : 1)を 同量加え激しく撹
拌し、4℃、8,000 rpm、10 分間遠心分離し、中間層を吸わないように上清のみを
回収した。クロロホルム/イソアミルアルコール(24 : 1)を同量加え vortex によっ
て混合後、4℃、8,000 rpm、10 分間で遠心分離し上清を回収した。上清の 1/10
量の 3 M酢酸ナトリウム(pH 5.2)及び 1/2倍量のイソプロパノール(-20℃)を加え、
転倒混和を行った。氷中に 10 分間静置し 4℃、8,000 rpm、10 分間で遠心分離後、
デカンテーションにより上清を取り除いた。10 mL の 70%エタノール(-20℃)を
加え、4℃、8,000 rpm、10 分間で遠心分離後、上清を完全に取り除き、DNA 沈
殿を減圧乾燥した。DNA 沈殿に TE 緩衝液(10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) 
500 μLを加え、DNA 溶液とした。 
 
3.2.2. G+C 含量測定 
 溶質 DNA が 5 μg になるように分取した DNA 溶液に、約 3 倍量の 99.5%エタ
ノール(-20℃)を加え、4℃、6000 rpm で 10 分間遠心分離を行って、DNA を沈殿
させ、エタノールを除いて風乾した。乾燥後、濃度が 500-1000 μg/mL になるよ
うに蒸留水を加えて溶解した。 
 調製した DNA 溶液 20 μLを 1.5 mL チューブにとり、沸騰水(100℃)中に 10 分
間保持した後、直ちに氷水中で急冷し、二本鎖 DNA を一本鎖 DNA に変性させ
た。この変性 DNA 溶液に等量(20 μL)のヌクレアーゼ P1（ヤマサ、0.2 mM ZnCl2
を含む40 mM酢酸ナトリウム緩衝液pH 5.3に溶解し0.1 mg/mLに調製）を加え、
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50℃で 1 時間反応を行い、DNA をヌクレオチドに分解した。この試料及び標準
ヌクレオチド混合物(ATGC等モル混合標準液(ヤマサ)に20 μLのアルカリフォス
ファターゼ溶液(Sigma、0.1 M Tris-HCl(pH 8.0)で 2.4 U/mL に調製)を加えて、37℃
で 2 時間反応を行い、ヌクレオシド試料としたものを直ちに HPLC (SHIMADZU)
で分析した。分析条件(表 3.1)は以下に示した。解析ソフトは CLASS-VP ver.5.03 
(SHIMADZU)を使用した。 
 得られた結果より(G+C)含量の算出を行った。標準混合物は 4 種のデオキシリ
ボヌクレオチドの等モル混合物であるので、その濃度を 1:1:1:1 として計算し、
それに基づいて補正したサンプルの組成がモル百分率となる。したがってサン
プル DNA の塩基組成は G+C 含量として 
G+C [mol%] = (CS/CR+GS/GR) / (CS/CR+AS/AR+GS/GR+TS/TR) ×100 
で表される(Tamaoka & Komagata, 1984)。 
XS は(Sample)、XR は標準混合物(Reference)を HPLC 分析したものの、それぞれ
のクロマトグラムにおけるピーク面積(area)値である。 
 
表 3.1. HPLC による G+C 含量分析条件 
Column Cosmosil 5C18 (4.6I.D×150 mm) (ナカライテスク) 
Temperature 50℃ 
  
Mobile phase 0.02 M NH4H2PO3-アセトニトリル (19:1, v/v) 
Flow rate 1 mL/min 
  
Sample volume   10 μL  
  
Detector UV 260 nm     
 
 
3.2.3. 16S rRNA 遺伝子塩基配列による系統解析と系統樹の作製 
 第 2 章で決定した 16S rRNA 遺伝子配列と、GenBank から入手した既知近縁種
の遺伝子配列とを、ClustalX 2.0.12 (Larkin et al., 2007)を用いて近隣結合法により
それぞれの菌株について再構築した。系統樹は分離菌株と既知近縁種の 16S 
rRNA 遺伝子の塩基配列データから、塩基配列データから新規性の高い菌株につ
いて FASTA 型式のファイルを作成し Multiple Alignments を行い、出力データを
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確認した。Multiple Alignments データから Boostrap tree を NJplot (Saitou & Nei, 
1987)を用いて作製した。計算繰り返し数は 1000 回で行った(Felsenstein, 1985)。 
 同様に出力ファイルからギャップや未確定塩基を削除した Philip ファイルを




 高度好塩性古細菌の分子系統解析にRNA polymerase subunit B′(rpoB’)遺伝子塩
基配列が有用であることがWalshら(Walsh et al., 2004)とMinegishiら(Minegishi et 
al., 2010)により報告されており、属レベルで同遺伝子を比較した場合、概ね 90%
以下であれば別属と判断される。PCR 法による rpoB’遺伝子の増幅条件、及び解
析条件は Minegishi ら(Minegishi et al., 2010)の方法に従った。PCR 法により増幅
した。プライマーセットは HrpoB2 1420F (10 pmol/μL) 5’- TGT GGG CTN GTG 
AAG AAC TT -3’ (Tm; 54.4℃)、HrpoA 153R (10 pmol/μL) 5’- GGG TCC ATC AGC 
CCC ATG TC -3’ (Tm; 61.6℃)を使用した。反応条件、シークエンス反応に使用し
たプライマー及びシークエンス反応条件は表 3.2、3.3 及び図 3.1、図 3.2 に示し
た。決定した rpoB’遺伝子塩基配列と、GenBank から入手した既知近縁種の遺伝
子配列とを本章 2.3. 16S rRNA 遺伝子塩基配列による系統解析と同様の手法で
解析し、系統樹を作成した。 
 
表 3.2. PCR 反応液組成 
Ⅰ. D.D.W. 35.5 μl 
Ⅱ. 10×Ex buffer 5.0 μl 
Ⅲ. dNTP Mixture 4.0 μl 
Ⅳ. primer a (10 pmol/μl) 2.0 μl 
Ⅴ. Primer b (10 pmol/μl) 2.0 μl 
Ⅵ. Template DNA ( < 200 ng) 1.0 μl 
Ⅶ. Ex Taq 0.5 μl 






図 3.1. PCR 反応条件 
 
 
表 3.3. シークエンス反応プライマー 
    Sequence Tm (℃) 
Forward primer (1 pmol/mL) 117F 5'- CGA GAT GGT CAA CGT CTC GG -3' 68.09 
 
458F 5'- TTA CSA TGG GNK CRG GGA TG -3' 58.82 
 
721F 5'- TTC TTC CGN CAN TAC GAG GG -3' 60.64 
 
922F 5'- GAR GAR CCN GAC GAC ATG GG -3' 65.43 
 
1148F 5'- AGG AGG ACA TGC CNT TYA CC -3' 61.80 
 
1213F 5'- CCS TCG CGG ATG ACN GTC GG -3' 72.30 
Reverse primer (1 pmol/mL) 323R 5'- TCY TCC TCG GCG TCG ATG AA -3' 70.27 
 
671R 5'- GCG TCC TCG ATG TTG AAN CCC -3' 69.85 
 
1166R 5'- GTR AAS GGC ATG TCC TCC TG -3' 61.89 
 



















 “An improved technique for staining red halophilic bacteria.” (Dussault, 1955)に従
い、分離菌株を液体培地と固体で培養し、スライドガラス上の滅菌水に懸濁し
たものを風乾し、スライドガラスに固定した。固定試料をシュウ酸アンモニウ
ム-クリスタルバイオレット(クリスタルバイオレット 2 g, 95% (v/v)エタノール 
20 mL, 1% シュウ酸アンモニウム水溶液 80 mL)で 30 秒間染色した後、水で洗






3.2.8. 生育 pH 試験 
 pH を 5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5、9.0、9.5、10.0、10.5 及び 11.0 に調
製した液体培地に、分離株をそれぞれ植菌し、37℃で静置培養を行い、経時的
にUltrospec® 3000 UV/Visible Spectrophotometer (Pharmacia Biotech)で 600 nmにお
ける吸光度を測定し、増殖 pH 範囲、増殖至適 pH 濃度を確認した。緩衝液は最
終濃度 50 mM、MES (pH 5.0, 5.5, 6.0) 、PIPES (pH 5.0, 5.5, 6.0)、HEPES (pH 7.0, 7.5, 
8.0)、Tricine (pH 7.5, 8.0, 8.5, 9.0)、CHES (pH 9.0, 9.5, 10.0)、Glycine (pH 9.5, 10.0, 
10.5)、CAPS (pH 10.5, 11.0)を用いた。 
 
3.2.9. 生育 NaCl 濃度試験 
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 NaCl 濃度を 0、3、6、9、12、15、16、17、18、19、20、21、24、27 及び 30%
に調製した液体培地に分離株を植菌しそれぞれ 37℃で静置培養を行い、経時的
に Ultrospec® 3000 UV/Visible Spectrophotometer (Pharmacia Biotech)で 600 nm にお
ける吸光度を測定し、増殖 NaCl 濃度、増殖至適 NaCl 濃度を確認した。 
 
3.2.10. 生育温度の試験 
 分離株を液体培地に植菌し MK13-1 株については 4、8、15、20、30、34、37、
45、50 及び 60℃で、MK62-1 については 4、10、15、20、30、37、45、50、55、
60℃で MK206-1 株については 30、40、45、50 及び 60℃でそれぞれ静置培養を
行い経時的に Ultrospec® 3000 UV/Visible Spectrophotometer (Pharmacia Biotech)で
600 nm における吸光度を測定し、増殖温度範囲、増殖至適温度を確認した。 
 
3.2.11. Mg2+要求性試験 










 KNO3を 1.0 g/Lに調製した液体培地 5mLに分離株を植菌し 37℃で振盪培養し
た。培養液に硝酸塩テスト試薬 A 液 (蒸留水 105 mL, 酢酸 45 mL, スルファニル
酸 0.5 g)1 mL 及び B 液 (蒸留水 105 mL ,α-ナフチルアミン 0.5 g, 酢酸 30 mL) 1 
mLを加え赤変したものは亜硝酸塩が存在し、硝酸還元能陽性と判断した。変色





 NaNO2を 0.01 g/L 加えて液体培地を 5 mL 調製し、分離株をそれぞれ植菌し、




 培養用培地に tryptophan 1.0 g/L、sodium thiosulfate 0.025 g/L、ferric ammonium 






 コバック試薬 (ブチルアルコール 75 mL, 濃硫酸 25 mL, p-ジメチルアミノベ





 炭素源を抜いた(Tryptone 0.1 g/L を含む)MH4、MH4.2 培地に 0.5 %(w/v)になる
よう各基質 (L-Arabinose, D-Cellobiose, D-Fructose, D-Galactose, D-Glucose, 
Glycerol, D-Lactose, D-Maltose, D-Mannitol, D-Mannose, D-Raffinose, α-L-Rhamnose, 
Ribitol, Ribose, D-Sorbitol, L-Sorbose, Sucrose, D-Trehalose, D-Xylose, Sodium 
acetate, Sodium citrate, Sodium fumarate, Sodium α-ketoglutate, Sodium DL-lactate, 
Sodium L-malate, Sodium propionate, Sodium pyruvate, Sodium succinate, L-Alanine, 









 炭素源を抜いた(Tryptone 0.1 g/L を含む)MH4、MH4.2 培地に 0.5 % (w/v)になる
よう各複合基質(BactoTM Malt Extract, BactoTM Yeast Extract, BactoTM Casamino 





















 1% (v/v) Tween 80、Tween 20 を固体培地に加え作製した。分離株をそれぞれ植









スク(Ampicillin (10 μg), Aztreonam (30 μg), Bacitracin (10 U), Carbenicillin (100 μg), 
Cefoxitin (30 μg), Cephalothin (30 μg), Chloramphenicol (30 μg), Clindamycin (2 μg), 
Erythromycin (15 μg), Gentamicin (120 μg), Kanamycin (30 μg), Linezoid (30 μg), 
Meropenem (10 μg), Nalidixic acid (30 μg), Neomycin (30 μg), Novobiocin (30 μg), 
Piperacillin tazobactam (110 μg), Penicillin G (10 U), Polymyxin B (300 U), 
Rifampicin (5 μg), Streptomycin (300 μg), Sulfisoxazole (250 μg), Tetracycline (30 μg) 
and Vancomycin (30 μg))を培地に乗せ、37℃で培養後、阻止円を確認した。 
 
3.2.22. 膜脂質の分析  
 液体培地で各分離株及び既知の好塩性古細菌を培養後、集菌し 25% NaCl-10 
mM Tris-HCl(pH 7.6) 溶液 0.5 mL に菌体を懸濁、0.5 mL の菌懸濁液を 2.0 mLチ
ューブに回収した。0.5 mL クロロホルム、1.0 mL メタノールを加え、激しく撹
拌した。一層になったのを確認し、2,000 rpm、20℃、10 分間遠心分離した。上
清を 1,140 μL回収し 300 μLクロロホルム、300 μL D.D.W.を加えた。転倒混和し、
1 時間室温で静置後 2,000 rpm、20℃、10 分間遠心分離した。膜脂質を含むクロ
ロホルム層(下層)を遮光瓶に回収し-20℃で保存した。 
展開溶媒としてクロロホルム：メタノール：酢酸：蒸留水 (85 : 22.5 : 10 : 4) 調
製し、展開層に注いだ。膜脂質を含むクロロホルム層を 30-60 μL を活性化した
薄層 TLC plates silicagel 60 (Merck)に 6-7 mm ごとにスポットした。展開層で膜脂















3.3.1. MK13-1 株の諸性質 
 分離株 MK13-1 株はパキスタン産の岩塩「ブラックロックソルトパウダー 〜
ガンダーラの塩〜」から MH4、pH 12 の培地より分離された。この分離株の 16S 
rRNA 遺伝子塩基配列に基づく系統解析の結果 Halorubrum luteum CECT7303T 
(AB663417)と最大の相同性(96.0%)を示した。16S rRNA 遺伝子塩基配列データに
基づき近隣結合系統樹、最尤系統樹を作製した(図 3.3, 図 3.4)。また rpoB’遺伝
子塩基配列による系統解析の結果、既知の Halorubrum 属との相同性は 90％以下
であった。rpoB’遺伝子塩基配列データに基づき最尤系統樹を作製した(図 3.5)。 
 分離株 MK13-1 は 0.5-1.5 mm でオレンジ-レッド色、滑らかな、縁無し、円状
コロニーを形成した。MK13-1 は幅×長さ 0.5-1.0×1.0-5.0 μm の不定形で運動性は
有していなかった。KNO3、L-Arginine で増殖する通性好気性を示し、グラム陰
性菌であった。NaCl 濃度 3.0-5.2 M (18-30% (w/v))の範囲で生育し、至適 NaCl 濃
度は 3.2-3.4 M (19-20% (w/v))であった。増殖温度範囲は 15-50℃であり、増殖至




糖の資化性試験の結果、 D-Cellobiose, D-Glucose, Glycerol, D-Maltose, 
D-Mannose, Sucrose, D-Trehalose, Sodium citrate, Sodium fumarate, Sodium 
α-ketoglutate, Sodium DL-lactate, Sodium L-malate, Sodium pyruvate, Sodium 
succinate, L-Arginine chloride, Sodium L-aspartate 及び Sodium L-glutamate で資化
し、L-Arabinose, D-Fructose, D-Galactose, D-Lactose, D-Mannitol, D-Raffinose, 
α-L-Rhamnose, Ribitol, Ribose, D-Sorbitol, L-Sorbose, D-Xylose, Sodium acetate, 




Yeast Extract, BactoTM Casamino acids, BactoTM Tryptone, BactoTM Neopeptone, 及び
Peptone (Oxido)で生育し、BactoTM Malt Extract 及び BactoTM Peptone では生育し
なかった。 
抗生物質感受性試験の結果、Bacitracin, Novobiocin 及び Rifampicin で感受性を
示し、Ampicillin, Aztreonam, Carbenicillin, Cefoxitin, Cephalothin, Chloramphenicol, 
Clindamycin, Erythromycin, Gentamicin, Kanamycin, Linezoid, Meropenem, Nalidixic 
acid, Neomycin, Piperacillin tazobactam, Penicillin G, Polymyxin B, Streptomycin, 
Sulfisoxazole, Tetracycline 及び Vancomycin に対しては感受性を示さなかった。 
カタラーゼ、オキシダーゼ活性陽性、Tween 20 分解能陽性、デンプン、ゼラ
チン、スキムミルク Tween 80 分解能陰性であった。 
 膜脂質を検出した結果 (図 3.6)、他の Halorubrum 属の好アルカリ性好塩性古
細菌と同様に糖脂質を有していなかった。リン脂質は C20C20 及び C20C25 の PG 
(phosphatidylglycerol)及び PGP-Me (phosphatidylglycerol phosphate methyl ester)を







図 3.3. 16S rRNA 遺伝子に基づく近隣結合樹 
























図 3.6. MK13-1 株の膜脂質 
 
Lanes: 1, Haloferax volcanii JCM8879
T
; 2, Haloarcula vallismortis JCM8877
T
; 3, 
Halobacterium salinarum JCM 8978
T





; 6, strain MK13-1
T
.  
PG, phosphatidylglycerol; PGP-Me, phosphatidylglycerol phosphate methyl ester; 
TGD-2, triglycosyl diether-2; S-DGD-1, sulfated diglycosyl diether-1; S-DGD-3, 





表 3.4. MK13-1 株と Halorubrum 属(Hrr.) 近縁種との比較 
Characteristic 1 2 3 4 5 6 










Motility - + + - - + 
Colony color Orange-Red Orange Red Red Bright pink Orange-Red 
Growth 
 NaCl Range (M) 3.0-5.2 2.5-5.2 1.8-5.2 1.7-5.2 2.5-5.2 1.5-5.2 
 NaCl Optimum (M) 3.0-3.4 4.0-4.3 3.9-4.3 3.0-3.4 3.5 3.5-4.5 
 Temperature Range (°C) 15-50 17-41 20-44 22-45 20-50 30-56 
 Temperature Optimum (°C) 45 33-37 38 37-40 35-40 50 
 pH Range 8.0-11.0 7.5-10.5 8.0-10.5 8.0-10.5 8.5-10.5 ≦9.5* 
 pH Optimum 9.0-9.5 9.5-10.0 9.0-10.0 9.0-9.5 9.5 7.0-7.5 
Mg2+ requirement - -* - - - 0.005 M 
Tween 80 hydrolysis + -* - + + - 
Indole production  + +* + - - - 
H2S formation - +* + -  -* + 
Anaerobic growth in nitrate + -* - - - - 
Assimilation as sole carbon and energy source: 
  D-Fructose - -* + - - ±* 
  D-Galactose - -* - - + ±* 
  D-Lactose - +* - +  -* + 
  D-Maltose + +* + + - + 
D-Mannitol - +* - + - + 
D-Mannose + +* + +  -* + 





表 3.4. MK13-1 株と Halorubrum 属(Hrr.) 近縁種との比較(続き) 
Characteristic 1 2 3 4 5 6 
D-Sorbitol - +* -  -*  -*  -* 
  Sucrose + -* - + + + 
D-Xylose - -*  -*  -*  -* + 
  Sodium acetate - -* - + + - 
Sodium citrate + +*  -*  -* +  -* 
Sodium fumarate + +*  -*  -* +  -* 
Sodium L-malate + +*  -*  -*  +*  -* 
  Sodium pyruvate + +*  +*  +* - - 
  Sodium succinate + +* - + + + 
L-Alanine - +*  +*  +*  -*  +* 
L-Arginine chloride + -*  +*  +*  -* - 
Sodium L-aspartate + +*  -*  -*  -* - 
Sodium L-glutamate + +* +  +*  -*  +* 
Glycine - +*  -*  -*  -*  -* 
L-Lysine chloride - -*  -*  -* +  -* 
Sensitivity to antibiotics 
  Bacitracin + -* - -  +*  +* 
  Erythromycin - +*  +* - - + 
Novobiocin + +*  -* + +  +* 
  Rifampicin + -* - -  +*  +* 
S-DGD-3 present - - - - - + 
G+C content (mol%) 64.1 60.2 62.1 63.3 62.7 71.2 
Strains: 1, MK13-1
T
; 2, Hrr. luteum CECT 7303
T
; 3, Hrr. alkaliphilum DZ-1
T
; 4, Hrr. 
tibetense 8W8
T
; 5, Hrr. vacuolatum M24
T
; 6, and Hrr. saccharovorum ATCC 29252
T
. 
Data for strains 2-6 are from Hu et al. (2008), Feng et al. (2005), Fan et al. (2004), 
Mwatha & Grant (1993), Tomlinson & Hochstein (1976) and Pesenti et al. (2008). +, 




3.3.2. MK62-1 株の諸性質 
 分離株 MK62-1 はフィリピン産の海水塩「マングローブ おちあいどっとこ
む」から MH4.2、pH 9.5 の培地により分離された。この分離株の 16S rRNA 遺伝
子塩基配列に基づく系統解析の結果、Halobacteria 綱のいずれの既知菌株との相
同性がいずれも 93%以下であった。しかし、再度相同性検索を行った結果、









MK62-1 株は 0.7-2.0 mm で赤色、滑らかな、縁無し、円状コロニーを形成した。
MK62-1株は幅×長さ 0.3-0.6×0.5-1.2 μmの桿状不定形で運動性は有していなかっ
た。好気性を示し、グラム陰性菌であった。NaCl 濃度 2.1-4.7 M (12-27% (w/v))
の範囲で生育し、至適 NaCl 濃度は 2.1-2.6 M (12-15% (w/v))であった。増殖温度
範囲は 20-55℃であり、増殖至適温度は 45-50℃であった。pH は 6.5-9.5 の範囲




 糖の資化性試験の結果、 D-Cellobiose, D-Fructose, D-Glucose, Glycerol, 
D-Maltose, D-Mannose, Sucrose, D-Trehalose, Sodium acetate, Sodium DL-lactate, 
Sodium pyruvate, Sodium succinate, L-Alanine, L-Arginine chloride, 及び Sodium 
L-glutamateで資化し、L-Arabinose, D-Galactose, D-Lactose, D-Mannitol, D-Raffinose, 
α-L-Rhamnose, Ribitol, Ribose, D-Sorbitol, L-Sorbose, D-Xylose, Sodium citrate, 
Sodium fumarate, Sodium α-ketoglutate, Sodium L-malate, Sodium propionate, Glycine, 
Sodium L-aspartate 及び L-Lysine chloride を資化しなかった。また、酸生産は
Ribose 及び L-Sorbose で確認された。複合基質においては、BactoTM Malt Extract, 
Bacto
TM
 Yeast Extract, BactoTM Casamino acids, BactoTM Tryptone,及び Peptone 
(Oxido)で生育し、BactoTM Neopeptone 及び BactoTM Peptone では生育しなかった。 
 抗生物質感受性試験の結果、Bacitracin, Linezoid, Novobiocin, Polymyxin B 及び
72 
 
Rifampicin で感受性を示し、Ampicillin, Aztreonam, Carbenicillin, Cefoxitin, 
Cephalothin, Chloramphenicol, Clindamycin, Erythromycin, Gentamicin, Kanamycin, 
Meropenem, Nalidixic acid, Neomycin, Piperacillin tazobactam, Penicillin G, 
Streptomycin, Sulfisoxazole, Tetracycline 及び Vancomycin に対しては感受性を示
さなかった。 
カタラーゼ活性陽性、オキシダーゼ活性陰性であった。デンプン分解能陽性、
ゼラチン、スキムミルク、Tween 80 分解能陰性であった。 
膜脂質を検出した結果(図 3.10)、S-DGD-1 (diglycosyl diether-1)に近しい糖脂質
及びいくつかの不明な糖脂質を有していた。リン脂質は C20C20 の PG 及び
PGP-Me を有していた。DNA G+C 含量は 70.1 mol%であった。近縁種との比較




図 3.7. 16S rRNA 遺伝子塩基配列に基づく近隣結合樹 




























Haloparvum sedimenti JCM 30891T (LC163946)
Methanospirillum hungatei  JF-1T (M60880)
Halonotius pteroides JCM 14355T (AB663393)
Halohasta litorea JCM 17270T (AB935409)
Haloplanus natans JCM 14081T (AB663396)
Halogranum rubrum JCM 15772T (AB663388)
Halopenitus malekzadehii CC65T (KC018183)
Halopenitus persicus  DC30T (JF979130)
Halopenitus salinus SKJ47T (JQ937363)
 MK62-1T (AB638839)
Halorubrum vacuolatum JCM 9060T (AB663425)
Halorubrum halodurans Cb34T (HG421007)
Halorubrum cibi JCM 15757T (AB663408)
Halorubrum rubrum JCM 18365T (AB935411)
Halorubrum aquaticum JCM 14031T (AB663404)
Halorubrum alkaliphilum JCM 12358T (AB663403)
Halorubrum tibetense JCM 11889T (AB663423)
Halorubrum luteum CECT 7303T (AB663417)
Halorubrum orientale CECT 7145T (AB663418)
Halorubrum arcis JCM 13916T (AB663405)
Halorubrum ezzemoulense  CECT 7099T (AB663412)
Halorubrum chaoviator DSM 19316T (AB663407)
Halorubrum californiense  JCM 14715T (AB663406)
Halorubrum distributum  JCM 9100T (AB663410)
Halorubrum terrestre JCM 10247T (AB663422)
Halorubrum coriense JCM 9275T (AB663409)
Halorubrum trapanicum JCM 10477T (AB663424)
Halorubrum xinjiangense JCM 12388T (AB663426)
Halorubrum sodomense JCM 8880T (AB663420)
Halorubrum litoreum JCM 13561T (AB663416)
Halorubrum ejinorense JCM 14265T (AB663411)
Halorubrum tebenquichense JCM 12290T (AB663421)
“Halorubrum rutilum” YJ-18-S1T (KC918819)
Halorubrum yunnanense Q85T (KJ644187)
Halorubrum lacusprofundi  JCM JCM 8891T (AB663414)
Halorubrum aidingense JCM 13560T (AB663402)
Halorubrum lipolyticum JCM 13559T (AB663415)
Halorubrum halophilum B8T (EF077637)
Halorubrum saccharovorum  JCM 8865T (AB663419)
Halorubrum persicum C49T (HG421000)
Halorubrum kocurii JCM 14978T (AB663413)










図 3.10. MK62-1 株の膜脂質 
Lanes: 1, Halobacterium salinarum JCM 8978
T
; 2, Halopenitus persicus KCTC 4046
T
; 
3, Haloparvum sedimenti JCM 30891
T
; 4, strain MK62-1
T
; 5, Halorubrum 
saccharovorum JCM 8865
T
; 6, Haloferax volcanii JCM 8879
T
. PG, 
phosphatidylglycerol; PGP-Me, phosphatidylglycerol phosphate methyl ester; PGS, 
phosphatidylglycerol sulfate; S-TGD-1, sulfated triglycosyl diether-1; S-TeGD, sulfated 
tetraglycosyl diether; TGD-2, triglycosyl diether-2; S-DGD-1, sulfated diglycosyl 




表 3.5.  MK62-1 株と近縁種との比較 
Characteristic 1 2 3 
Cell size (μm) 0.3-0.6 × 0.5-1.2 0.3-0.4 × 0.6-0.8 0.4-0.5 × 0.5-0.6 
Pigmentation Red Light-red Light-red 
Range (optimum) for growth:    
  NaCl (M) 2.1-4.7 (2.1-2.6) 1.7-5.1 (3.4) 1.7-4.3 (2.6) 
  pH 6.5-9.5 (7.0-7.5) 6.5-8.5 (7.5) 7.5-9.0 (8.0) 
  Temperature (˚C) 20-55 (45-50) 25-50 (42-45) 25-50 (42) 
Utilization of carbon sources:    
  Sodium succinate, L-arginine chloride + + - 
  Sodium acetate, sodium DL-lactate + - + 
  Glycerol, L-alanine + - - 
  D-Xylose - + + 
  Sodium fumarate, sodium L-malate - + - 
  D-Galactose, ribose, L-sorbose - - + 
Starch hydrolysis + - - 
Oxidase activity - + + 
H2S formation - + + 
Sensitivity of antibiotics    
  Bacitracin + - - 
DNA G+C content (mol%) 70.1 68.2/*69.5 67.0 
Strains: 1, MK62-1
T
; 2, Haloparvum sedimenti DYS4
T
; 3, Haloparvum sedimenti Y2. 
Data for strains 2-3 are from Chen et al. (2016). +, Positive; -, Negative. *Data for the 
reference strain JCM 30891
T





3.3.3. MK206-1 株の諸性質 
分離株 MK206-1 は韓国産の天日塩「전일몀」から MH4.2、pH 9.5 の培地より




再度相同性検索を行った結果、Halopenitus salinus SKJ47Tと 99.7％の相同性を示
した。また rpoB’遺伝子塩基配列による系統解析の結果、既知の Hpt. salinus 
SKJ47
T
 との相同性は 98.1%であった。 
 MK206-1 株は 0.8-2.0mm でピンク-レッド色、滑らかな、縁無し、円状コロニ
ーを形成した。MK206-1 は幅×長さ 0.3-0.8×0.5-1.0 μm の球形を主とした不定形
で運動性は有していなかった。好気性を示し、グラム陰性菌であった。NaCl 濃
度 1.5-5.2 M (9-30% (w/v))の範囲で生育し、至適 NaCl 濃度は 3.6-4.1 M (21-24% 
(w/v))であった。増殖温度範囲は≦30-50℃であり、増殖至適温度は 45℃であっ




 糖の資化性試験の結果、D-Cellobiose, D-Fructose, D-Galactose, D-Glucose, 
D-Lactose, D-Maltose, D-Mannose, α-L-Rhamnose, D-Sorbitol, Sodium DL-lactate 及
び Sodium pyruvate で資化し、L-Arabinose, Glycerol, D-Mannitol, D-Raffinose, 
Ribitol, Ribose, Sucrose, D-Trehalose, L-Sorbose, D-Xylose, Sodium acetate, Sodium 
citrate, Sodium fumarate, Sodium α-ketoglutate, Sodium L-malate, Sodium propionate, 
Sodium succinate, L-Alanine, L-Arginine chloride, Sodium L-aspartate, Sodium 
L-glutamate, Glycine,及び L-Lysine chloride を資化しなかった。また、酸生産は
Ribose 及び L-Sorbose で確認された。複合基質においては、BactoTM Malt Extract, 
Bacto
TM
 Yeast Extract, BactoTM Tryptone,及び Peptone (Oxido)で生育し、BactoTM 
Casamino acids, Bacto
TM
 Neopeptone 及び BactoTM Peptone では生育しなかった。 
 抗生物質感受性試験の結果、Bacitracin, Linezoid, Novobiocin, Rifampicin 及び
Tetracycline で感受性を示し、Ampicillin, Aztreonam, Carbenicillin, Cefoxitin, 
Cephalothin, Chloramphenicol, Clindamycin, Erythromycin, Gentamicin, Kanamycin, 
Meropenem, Nalidixic acid, Neomycin, Piperacillin tazobactam, Penicillin G, 
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表 3.6. MK206-1 と近縁種との比較 
Characteristic 1 2 3 
Cell size (μm) 0.3-0.8 × 0.3-1.0 0.5-0.8 × 1.0-2.0 0.6-1.5 × 4.9-8.7 
Cell shape Spherical-Pleomorphic Short rods Pleomorphic 
Motility - + - 
Colony colour Pink-red Red Pale pink 
NaCl concentration for growth (M) 
  
  
   Optimum 3.6-4.1 3.1  3 
   Range 1.5-5.2 0.9–4.8 1.7-4.3 
Growth temperature (℃) 
  
  
   Optimum 45 35–37 40 
   Range ≦30-45 20–50 25-50 
Growth pH  
  
  
   Optimum 8 7 7.5 
   Range 6.5-9.3 6.0–9.5 6.5-8.5 
Mg2+ requirement - - 0.05 M 







表 3.6. MK206-1 と近縁種との比較(続き) 
Characteristic 1 2 3 
The utilization of single carbon source 
  
  
  D-Fructose + - + 
  D-Lactose + - ND 
  D-Maltose + - + 
  Sucrose - + - 
  Sodium acetate - + ND 
  Sodium L-malate  - + ND 
  Sodium L-glutamate - + ND 
  Glycine - + + 
Sensitivity of antibiotics 
  
  
  Rifampicin + + - 
tetracycline + - ND 
G+C content (mol%) 66.8 65 66 
Strains: 1, 206-1
T
; 2, Halopenitus salinus SKJ47
T
; 3, Halopenitus persicus DC30
T
. Data 
for strains 2-3 are from Han et al. (2014) and Amoozegar et al. (2011) and Tomlinson & 










3.4.1. MK13-1 株の分類同定 
 MK13-1 株はパキスタン産の岩塩「ブラックロックソルトパウダー 〜ガンダ
ーラの塩〜」から pH 12 の MH4 培地により分離された。MK13-1 株は 16S rRNA
遺伝子塩基配列に基づく系統解析の結果、Halorubrum 属のいずれの既知菌株と
も 96%以下の相同性しかなく、Halorubrum luteum CECT7303T (AB663417)と最大
の相同性(96.0%)を示し、rpoB’遺伝子塩基配列による系統解析の結果、既知の
Halorubrum 属との相同性は 90％以下であった。決定した 16S rRNA 遺伝子塩基
配列を元にして作成した近隣結合樹では MK13-1 株は Halorubrum 属との間にク
レードを形成していた。rpoB’遺伝子塩基配列を元にして作成した最尤系統樹
では、Halorubrum 属のクラスターとは異なるように見える。この結果から
MK13-1 株は Halobacteriaceae 科の新種または新属である可能性が示唆された。 
 MK13-1株の増殖 pHは 8.0-11.0の範囲で生育し増殖至適 pHは 9.0-9.5であり、




ては表 3.4 からもあきらかのように、pH 11.0 と最も高い pH 条件下で増殖可能、
インドール生産性の有無、H2S 生産性の有無、糖の資化性、抗生物質感受性など









 以上のことから、分離株 MK13-1 株は、好アルカリ性及び好塩性を示すこと、
近縁種との差違が認められることから、Halorubrum 属に属する新種であると判
断した。そして名前を原産地であるパキスタンの古代王国、地名から
gandharaense と命名し、分離株 MK13-1 株(= JCM17823T = CECT7963T )を基準株
とする Halorubrum gandharaense として International Journal of Systematic and 
Evolutionary Microbiology (IJSEM) 誌に提唱し、2015 年に正式に学名として認め
られた。 
 
3.4.2. MK62-1 株の分類同定 
 MK62-1 株はフィリピン産の海水塩「マングローブ おちあいどっとこむ」か
ら MH4.2、pH 9.5 の培地により分離された。この分離株の 16S rRNA 遺伝子塩基
配列に基づく系統解析の結果、Halobacteria 綱のいずれの既知菌株との相同性が
いずれも 93%以下であり、新属の可能性が示唆された。Halobacteria 綱のなかで
比較的近い属である Halorubrum 属、Halopenitus 属と比べ、低い増殖 NaCl 濃度、
オキシダーゼ活性を持たないこと、デンプン加水分解能を有すること、糖資化
性の違い、さらに膜脂質の明確な差違などから Halobacteria 綱の新属であること





MK62-1 株は Haloparvum sedimenti の近縁種であることが分かった。また rpoB’
遺伝子塩基配列による系統解析の結果、Haloparvum sedimenti DYS4T(KP276580)
との相同性 97.4％であった。決定した 16S rRNA 遺伝子塩基配列を元にして作成






 MK62-1 株は NaCl 濃度 2.1-4.7 M (12-27% (w/v))の範囲で生育し、至適 NaCl 濃
度は 2.1-2.6 M (12-15% (w/v))であった。生育 pH は 6.5-9.5 の範囲で生育し増殖至




 近縁種である Haloparvum 属との比較においては表 3.5 からもあきらかのよう
に、pH 9.5 であり、これらの中で最も高い pH 条件下で増殖可能、デンプンの加
水分解能の有無、オキシダーゼ活性の有無、H2S 生産性の有無、糖の資化性、抗




にいくつかの差異がみられることから MK62-1 株は Haloparvum 属の新種である
と考えられる。 
 以上のことから MK62-1 株は表現型、化学的分類、遺伝子型に明確な差違が
認められることから、Haloparvum 属に属する耐アルカリ性、好塩性を示す新種
であると判断した。そして、耐アルカリ性を示すことから alkalitolerans と命名
し、分離株 MK62-1 株(= JCM 30442T = KCTC 4214T )を基準株とする Haloparvum 
alkalitolerans と し て International Journal of Systematic and Evolutionary 
Microbiology (IJSEM) 誌に提唱し、2016 年に正式に学名として認められた。 
 
3.4.3. MK206-1 株の分類同定 
 MK206-1 株は韓国産の天日塩「전일몀」から MH4.2、pH 9.5 の培地により分
離された。この分離株の 16S rRNA 遺伝子塩基配列に基づく系統解析の結果
Halopenitus persicus DC30T (JF979130)と最大の相同性(96.3%)を示し、新属または
新種の可能性が示唆された。MK206-1 株は近縁種との比較においては
Halopenitus persicus DC30T よりも高い pH、高い塩濃度で増殖可能であり Mg2+
要求性の有無、Tween 80 加水分解能の有無、Glycine の資化が不可、Rifampicin
耐性などに差違が見られる。これらのことから MK206-1 株は Halopenitus 属に属
する新規の耐アルカリ性好塩性古細菌にであると考えられた。しかしながら、
2014 年に Han らによって Halopenitus salinus (Han et al. 2014)が発見され、再度相
同性検索を行った結果、Halopenitus salinus SKJ47Tと 99.7％の相同性を示した。
また、rpoB’遺伝子塩基配列による系統解析の結果、既知の Hpt. salinus SKJ47T と




 MK206-1 株は NaCl 濃度 1.5-5.2 M (9-30% (w/v))の範囲で、至適 NaCl 濃度は
3.6-4.1 M (21-24% (w/v))で生育した。生育 pH は 6.5-9.3 の範囲で生育し増殖至適
pH は 8.0 であった。このことから MK206-1 株は耐アルカリ性及び好塩性微生物
に分類される。Halopenitus salinus との比較では表 3.6 にあるように MK206-1 株
と Halopenitus salinusの間には糖資化性などにいくつかの表現型に差がみられる
ものの化学的分類、遺伝子型においては明確な差違がみられない。 
 以上のことから MK206-1 株は耐アルカリ性、好塩性を示す高度好塩性古細菌








 本章では好塩性古細菌の宇宙環境適応評価として UV 耐性及び過塩素酸塩耐
性評価について述べる。 

















の温度はで-87~20℃、pHは平均で 7.7前後、塩は乾燥塩として存在し、圧力 0.7-0.9 
kPa、放射線 0.4 mGy day-1であり、いずれも地球上の生物の生存域である。最も
脅威となりうる紫外線は最大で 20 W m-2であり非常に強いが、遮蔽物により十
分に遮断することも可能であり、紫外線耐性のある微生物は生存可能であると
考えられる（山岸, 2013）。さらに、2008 年に火星に着陸した Phoenix Lander に
より火星地表上の塩の中に濃度 0.4-0.6%過塩素酸塩を検出した(Chevrier et al. 























表 4.1. 菌種別の 99.9%不活性化に必要な紫外線照射線量 
 








Proteus vulgaris Hau. 変形菌 培地 3.8 
Shigella dysenteriae 赤痢菌(志賀菌) 培地 4.3 
Shigella paradysenteriae 赤痢菌(駒込 BⅢ菌) 培地 4.4 
Escherichia coli communis 大腸菌 培地 5.4 
Escherichia coli NBRC 3972 大腸菌 培地 9.8 
.     
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表 4.1. 菌種別の 99.9%不活性化に必要な紫外線照射線量(続き 1) 








Streptococcus hemolyticus (Group A-Gr.13) 溶血連鎖球菌(A 群) 培地 7.5 
Streptococcus hemolyticus (Group D, C-6-D) 溶血連鎖球菌(D 群) 培地 10.6 
Streptococcus faecalis R 腸球菌 培地 14.9 
Staphylococcus albus 白色ブドウ球菌 培地 9.1 
Staphylococcus aureus 黄色ブドウ球菌 培地 9.3 
Bacillus mesentericus fuscus 馬鈴薯菌 培地 18 
Bacillus mesentericus fuscus (spores) 馬鈴薯菌(芽胞) 培地 28.1 
Bacillus subtilis(spores) 枯草菌(芽胞) 培地 36 
Bacillus subtilis(spores) NBRC 3134 枯草菌(芽胞) 培地 20.3 
Bacillus anthracis 炭疽菌 ND 13.5 
Bacillus anthracis(spores) 炭疽菌(芽胞) ND 163.5 




Saccharomyces cerevisiae untergar. Munchen ビール酵母 培地 18.9 
Saccharomyces Sake 日本酒酵母 培地 19.6 
Zygosaccharomyces Barkeri 生姜酒モロミ酵母 培地 21.1 
Willia anomala ウイリア属酵母 培地 37.8 






Adenovirus 40 アデノウイルス 蒸留水 90 
Poliovirus 1 ポリオウイルス 蒸留水 12 
Rotavirus SA-11 ロタウイルス ND 24 
Hepatitis A A 型肝炎ウイルス ND 11 
Coxsackievirus A-9 コクサッキーウイルス 海水 36 
Bacteriophage Qβ(E.coli phage) ファージ Qβ PBS 54 
Bacteriophage MS2(E.coli phage) ファージ MS2 蒸留水 42 
Influenza インフルエンザウイルス ND 6.6 
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表 4.1. 菌種別の 99.9%不活性化に必要な紫外線照射線量(続き 2) 





 Cryptosporidium parvum 原虫 クリプトスポリジウム ND 12 
Giardia lamblia 原虫 ジアルジア ND 11 




Oospora lactis 白 ND 10.2 
Mucor racemosus 灰色 ND 34.2 
Penicillium roqueforti 緑 ND 26.4 
Penicillium expansum オリーブ ND 22.2 
Penicillium digitatum オリーブ ND 88.2 
Rhizopus nigricans 黒 ND 222 
Aspergillus glaucus 青緑 ND 88.2 
Aspergillus flavus 黄緑 ND 120 
Aspergillus niger 黒 ND 264 
Aspergillus brasiliensisNBRC 9455 黒 ND 417 
Aspergillus niger NBRC 10649 黒 ND 261 
(浦上ら, 2005). ND; no data. 
 
 しかし、一部に強い耐性を持つ物が存在する。代表的な微生物に放射線耐性
菌で知られる Deinococcus が挙げられる(Lemee et al., 1997.)。これら UV 耐性を
もつ微生物は主に DNA 光回復酵素(フォトリアーゼ)と芽胞の 2 通りの方法で紫
外線から身を守っている。 




CPD 光回復酵素と(6-4)光回復酵素の 2 種類が知られていて、相互干渉はない。 








れによって FADH-は励起され、CPD への電子移動が起こり CPD ラジカルの形成
がなされる。このラジカルは不安定であり、再び FADH ラジカルへ電子を戻し
て二量体が正常なピリミジンに戻ると同時に FADH-が再生成されることでDNA
修復が行われる。この反応が起こるには FAD と基質となる CPD が近接して存在
しなければならない。修復活性には FAD のみが働き、MTHF、8-HDF は FAD の
分子吸光係数以上の働きを促す触媒のような働きをしている(平田ら, 2008)。 
 (6-4)光産物は CPD と異なり生成過程で複雑な構造変化を伴うが、CPD 光回復
酵素同様に FAD を持ち、励起された FADH-からの電子供与によって(6-4)光産物
の修復を行っていると考えられている。光回復酵素は、光のエネルギーを利用
することで二量体を直接二つのピリミジンに戻す効率的な修復酵素であるが、







 高度好塩性古細菌の紫外線耐性機構としては Halococcus dombrowskii、
Halobacterium salinarum NRC-1 を用いた研究が知られ、非常に高いレベルで紫外
線や放射線に耐性を示した(Kottemann et al., 2005; Fendrihan et al., 2009)。高度好
塩性古細菌 Halobacterium salinarum NRC-1 の細胞膜(バクテリオルベリン及び誘
導体)におけるカロテノイド色素は効率的に光酸化損傷からの防御、リベットと
して膜の安定化，放射線耐性を得る。また、細胞内に蓄積された塩は、放射線
損傷に対しての保護環境を作ると報告されている(Rothschild, 1990; Kottemann 










Halobacterium salinarum NRC-1 株、及び  R1 株、Haloferax volcanii、Hfx. 
mediterranei、Hfx. denitrificans、Hfx. gibbonsii、Haloarcula marismortui、Har. 













 UV 試験用培地は第 2 章で使用した MH4.2 培地を UV 試験用に中性及びアル
カリ性に調製した MH4.2.1 培地(表 4.2 (a))を用いた。過塩素酸塩耐性試験用培地
は使用菌株によって異なる培地(表 4.2 (b), (e)~(h))を用いた(Oren et al., 2012)。ア
ルカリ性バッファーは別滅菌しオークレーブ後にクリーンベンチ内で混ぜた。 
 
表 4.2. 培地組成 
(a) MH4.2.1 medium     
Sodium pyruvate  1.0  g/L 
Trisodium Citrate Dihydrate  1.0  g/L 
Bacto
TM
 Yeast extract 2.0  g/L 
Bacto
TM
 Tryptone  2.0  g/L 
K2HPO4  0.6  g/L 
NH4Cl 0.6  g/L 
NaCl  200.0  g/L 
MgSO4・7H2O 0.5  g/L 
K2SO4  5.0  g/L 
FeCl2・4H2O 36.0  mg/L 
MnCl2・4H2O 0.36  mg/L 
(c)
Trace element solution (for JCM167) 1.0 mL/L 
pH 7.5                          Total 900 mL  
(d)




表 4.2. 培地組成(続き 1) 
(b) MH4.2.2 medium     
Sodium pyruvate  1.0  g/L 
Trisodium Citrate Dihydrate  1.0  g/L 
Bacto Yeast extract 2.0  g/L 
Bacto Tryptone  2.0  g/L 
K2HPO4  0.6  g/L 
NH4Cl 0.6  g/L 
NaCl  200.0  g/L 
MgSO4・7H2O 0.5  g/L 
K2SO4  1.0  g/L 
FeCl2・4H2O 36.0  mg/L 
MnCl2・4H2O 0.36  mg/L 
(c)
Trace element solution (for JCM167) 1.0 mL/L 
pH 7.5 Alkali medium             Total 
or 















表 4.2. 培地組成(続き 2) 
(c) Trace element solution (for JCM167)  
ZnSO4·7H2O  0.1 g/L 
MnCl2·4H2O  0.03 g/L 
H3BO3   0.3 g/L 
CoCl2·6H2O  0.2 g/L 
CuCl2·2H2O  0.01 g/L 
NiCl2·6H2O  0.02 g/L 
Na2MoO4·2H2O  0.03 g/L 





(d) Buffer solution 
Final pH 9.7-10.0  
500 mM Glycine-NaOH (pH 10.5)  
 Final pH 7.8-8.0 (add before autoclave)  




(e) Halobacterium strains medium 
NaCl 250.0  g/L 
MgCl2·6H2O 5.0  g/L 
KCl 5.0  g/L 
NH4Cl 5.0  g/L 
yeast extract 5.0  g/L 




表 4.2. 培地組成(続き 3) 
(f) Haloferax strains medium 
NaCl 175.0  g/L 
MgCl2·6H2O 20.0  g/L 
K2SO4 5.0  g/L 
CaCl2·2H2O 0.1  g/L 
yeast extract 5.0  g/L 




(g) Hfx. mediterranei medium 
Na-succinate 5.0  g/L 
Na-glutamate 2.5  g/L 
K2HPO4 (sterilized separately) 1.1  g/L 
NaCl 175.0  g/L 
MgCl2·6H2O 20.0  g/L 
K2SO4 5.0  g/L 
CaCl2·2H2O 0.1  g/L 




(h) Haloarcula strains medium 
NaCl 206.0  g/L 
MgSO4·7H2O 36.0  g/L 
KCl 0.37  g/L 
CaCl2·2H2O 0.5  g/L 
MnCl2 0.36  mg/L 
yeast extract 5.0  g/L 




4.2.2.  UV 耐性試験 
 本実験でのUV照射には、殺菌線消毒ロッカーを使用した。UV波長は253.7nm、
UV 放射照度の測定値は 4.5 W/m2である。UV 照射時間による UV 照射線量は式
1 によってもとめる。 
 
UV 照射線量(J/ m2) = 照度(W/m2) × 照射時間(sec)            式 1 
 
 菌株は新規に獲得した MK13-1T、MK62-1T 及び Halorubrum 属近縁種 Hrr. 
luteum CECT 7303
T、Hrr. alkaliphilum JCM 12358T、Hrr. tibetense JCM 11889T、Hrr. 
vacuolatum JCM 9060
T、Hrr. saccharovorum JCM 8865Tを用いた。 
 各菌株を液体培地で培養後、菌体数(O.D. 600)を 0.5 に調製した。培養調製原
液及び 101、102、103、104倍希釈したものを各 1 mL 用意し 6well プレート上に
分注した。プレートの蓋を外し殺菌線消毒ロッカーにいれ、0 分から 25 分まで
UV 照射を行った。5 分間ごとにプレートを取り出し固体培地に 5 μL ずつスポッ




 菌株は新規に獲得した MK13-1T、MK62-1T、Halorubrum 属近縁種 Hrr. luteum 
CECT 7303
T、Hrr. alkaliphilum JCM 12358T、 Hrr. tibetense JCM 11889T、Hrr. 
vacuolatum JCM 9060
T、Hrr. saccharovorum JCM 8865T及び Halobacterium strain 
NRC-1、Hbt. salinarum R1、Haloferax volcanii JCM 8879T、Hfx. denitrificans JCM 
8864
T、Hfx. gibbonsii JCM 8863T、Hfx. mediterranei JCM 8866T、Haloarcula 
marismortui JCM 8966
T、Har. vallismortis JCM 8877Tを用いた。試験管に各液体培
地を 4mL、フィルター滅菌済み 5 M NaClO4をそれぞれ 0 μL、400 μL、600 μL加
え、Na+濃度が一定になるよう 5 M NaCl を 600 μL、400 μL、0 μL 各試験管に加
えた。D.D.W.及び培養液を加え最終量を 5 mL、最終 NaClO4濃度をそれぞれ 0 M、
0.4 M、0.6 M とした。37℃で振盪培養し経時的に Ultrospec® 3000 UV/Visible 














4.3.1. 分離株及び近縁種の UV 耐性試験 




表 4.3. UV 耐性試験結果 
 
0 min  5 min  10 min  15 min  20 min  25 min  
MK13-1
T
 + + + + - - 
MK62-1
T
 + - - - - - 
Hrr. luteum CECT 7303
T
 + + - - - - 
Hrr. alkaliphilum JCM 12358
T
 + + + - - - 
Hrr. tibetense JCM 11889
T
 + + - - - - 
Hrr. vacuolatum JCM 9060
T
 + + - - - - 
Hrr. saccharovorum JCM 8865
T + + + - - - 
+, positive; -, negative 
 









図 4.1. 分離株及び近縁種の UV 耐性試験結果(続き) 
 
 MK13-1 T株が最も高い UV 耐性を示すことが確認された。MK62-1 T株は UV
耐性をほとんど持たないことが確認された。本実験の UV 照射 15 分間における












図 4.2. 分離株及び近縁種の過塩素酸塩耐性試験 








図 4.2. 分離株及び近縁種の過塩素酸塩耐性試験(続き 1) 







図 4.2. 分離株及び近縁種の過塩素酸塩耐性試験(続き 2) 
        NaClO4 
 
 
0.6 M 過塩素酸塩存在下においては Hfx. volcanii JCM 8879T、Hfx. denitrificans 
JCM 8864
T、Hfx. gibbonsii JCM 8863T、Hrr. saccharovorum JCM 8865T、Hrr. tibetense 
JCM 11889
T及び Hrr. luteum CECT 7303Tの生育が確認された。0.4 M 過塩素酸塩
存在下においては 0.6 M で生育した菌株に加え Hbt. salinarum NRC-1、Hbt. 
salinarum R1、Hfx. mediterranei JCM 8866T、Haloarcula marismortui JCM 8966T、
Hrr. alkaliphilum JCM 12358
T及びHrr. vacuolatum JCM 9060Tの生育が確認された。
MK13-1








4.4.1. 分離株及び近縁種の UV 耐性評価 
 MK13-1T株は本実験で用いたHalorubrum属の好アルカリ性好塩性古細菌の近
縁種及び耐アルカリ性好塩性古細菌 Hrr. saccharovorum JCM 8865T、MK62-1Tの
なかで最も高い UV 耐性を示すことが確認された。その照射線量は 4050 J/m2で
あった。この紫外線量は 500 J/m2 程度までの紫外線照射に耐えられるという高




 Hrr. luteum CECT 7303T、Hrr. alkaliphilum JCM 12358T、 Hrr. tibetense JCM 
11889
T、Hrr. vacuolatum JCM 9060T、Hrr. saccharovorum JCM 8865Tについても 5
分から 10 分の UV 照射を行っても生育が確認された。これらの照射線量は 1350 
J/m
2、2700 J/m2であった。これらの数値は表 4.1 と比較しても十分に耐性を有す
ることが示唆された。 
 MK62-1T株は 1週間の培養期間中においては十分な生育が確認されなかった。
このことから MK62-1T株は UV 耐性をほとんど持たないことが示唆された。 
 しかし、本実験終了後 2 週間ほど室温にて放置したプレートを再度確認した
ところ、MK13-1T株で UV 照射時間 20 分でも生育していた。それ以外の菌株で
















 0.6 M 過塩素酸塩存在下においては Hfx. volcanii JCM 8879T、Hfx. denitrificans 
JCM 8864
T、Hfx. gibbonsii JCM 8863T、Hrr. saccharovorum JCM 8865T、Hrr. tibetense 
JCM 11889
T及びHrr. luteum CECT 7303Tの生育が確認された。特に、Hfx. gibbonsii 
JCM 8863
T及びHrr. saccharovorum JCM 8865Tは他の菌株に比べ顕著に生育した。
このことから Hfx. gibbonsii JCM 8863T及び Hrr. saccharovorum JCM 8865Tは高い
過塩素酸塩耐性を有していることが示唆された。0.4 M 過塩素酸塩存在下におい
ては 0.6 M で生育した菌株に加え Hbt. salinarum NRC-1、Hbt. salinarum R1、Hfx. 
mediterranei JCM 8866
T、Haloarcula marismortui JCM 8966T、Hrr. alkaliphilum JCM 
12358
T及び Hrr. vacuolatum JCM 9060Tの生育が確認された。 
 MK13-1T、MK62-1T及び Har. vallismortis JCM 8877Tは過塩素酸塩の存在下で
の生育はほとんどみられなかった。これらの結果から MK13-1T、MK62-1T 及び
Har. vallismortis JCM 8877
Tはほとんど過塩素酸塩耐性をもたないことが示唆さ
れた。 
 いずれの菌株においても過塩素酸塩 0.4 M、0.6 M 存在下で生育が阻害される
ことが確認された。また、培養後の培地中の過塩素酸塩量に有意な違いはみら
れなかった。 
  Oren ら(2014)の報告によると Halobacterium NRC-1 株、Hbt. salinarum R1 株、
Haloferax volcanii、Hfx. mediterranei、Hfx. denitrificans、Hfx. gibbonsii、Haloarcula 
marismortui、Har. vallismortis の 0.4 M 以下の過塩素酸塩存在下の好気培養には、
過塩素酸塩は生育にほとんど影響を与えないとされている。しかし、本実験の
結果は 0.4 M 過塩素酸塩の存在は生育を阻害すると示唆している。これは本実験
と Oren らの実験との環境、条件の違いが顕著にでた可能性が考えられる。実際
に Oren らの実験系は本実験よりも大きな実験系であり、より好気的条件の培養








 新規に得られた MK13-1T、MK62-1T 株はほとんど過塩素酸塩耐性をもたない














の高度好塩性古細菌の UV 耐性及び過塩素酸塩耐性を評価した。 
 
 本論文の第 2 章では好アルカリ性好塩性微生物の分離源としての市販塩の可
能性を探るため、国内外の市販塩を用いて好アルカリ性好塩性微生物の探索を
主として扱った。その結果 368 サンプルの市販塩から pH 9.5 培地で 30 株、pH 10
培地で 19 株、pH 11 培地で 28 株、pH 12 培地で 5 株、合計 82 株を分離した。再
度アルカリ性培地で生育した候補株 36 株について 16S rRNA 遺伝子塩基配列に
基づく系統解析を行ったところ、分離株はいずれも Halobacteria 綱に属しており
多くの菌株が耐アルカリ性また好アルカリ性の菌株と近縁であった。またその






 第 3 章では、第 2 章で分離した MK13-1 株、MK62-1 株、MK206-1 株について
各種同定試験を行い、各菌株を分類、同定した。 




の新種であると判断し、Halorubrum gandharaense として International Journal of 
Systematic and Evolutionary Microbiology (IJSEM) 誌に提唱した。 






として International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology (IJSEM) 誌
に提唱した。 
 MK206-1 株は 16S rRNA 遺伝子塩基配列に基づく系統解析の結果 Halopenitus 
salinus の近縁種であることが分かった。各種同定試験の結果から耐アルカリ性、
好塩性示した。しかし MK206-1 株と Halopenitus salinus の間には表現型、化学的
分類、遺伝子型において明確な差違がみられなかった。以上のことから MK206-1
株は耐アルカリ性、好塩性を示す高度好塩性古細菌として得られたものの
Halopenitus salinus と同一の種であると考えた。 
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